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Dans ce mémoire nous nous intéressons à l'expression 
des gènes de !'adénovirus type 2 dans des cellules de rat trans -
formées par ce même adénovirus (lignée F-4). On sait qu'une 
partie seulement des gènes viraux intégrés sont exprimés; la 
présente recherche vise à induire l'expression de la région L-1 
(normalement dormante) à l'aide d'un traitement à la 5 
azacytidine; ce travail s'inscrit donc dans le paradigme de la 
méthylation de l'ADN. 
L'expression des gènes est vérifié par hybridation de 
l'ARN cytoplasmique total avec les sondes appropriées. Lamé-
thylation de l'ADN est vérifiée par digestion par des enzymes 
de restriction idoines, suivi d'une hybridation avec les son-
des appropriées. 
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Le présent travail s'intéresse à l'étude de l'expres-
sion des gènes v i raux dans des cellules transformées par l'adé-
novirus ; on sait que les mécanismes de contrale de l'expression 
génétique exercent un immense attrait, tant pour des raisons 
théoriques que cliniques : en effet, non seulement l'élucidation 
de ces mécanismes est essentielle à notre compréhension de la 
cel l ule, mais de nombreuses situations cliniques mettent en 
jeu, semble- t - il, le contrale de l'expression génét i que ; en par -
ticulier les relations entre cancer et expression génétique sem-
blent étroites (Riggs, 1983). 
Face à ce problème, l'étude des gènes viraux dans une 
cellule transformée constitue un modèle précieux, puisque le 
système génétique des adénovirus (par exemple) est beaucoup 
plus simple et bien mieux connu que le système génétique d'une 
cellule de mammifère. De plus, nous disposons de toutes les 
sondes requises pour les expériences d'hybridation. 
Parmi les divers mécanismes de contrale de l'expression 
génétique il en est un qui a attiré particulièrement l'atten-
tion ces dernières années, et qui a été le point de départ de 
la recherche décrite dans ce mémoire: il s'agit de la méthyla-
tion de l'ADN. Cette notion, et quelques autres nécessaires à 
la compréhension de ce travail, sont présentées dans les pages 
qui suivent. 
Définition 
Par •éthylation de l'ADN nous désignons spécifiquement 
l'incorporation de la base 5 - •éthyl cytosine dans la molécule 
d'ADN, en lieu et place de la cytosine. 
La 5 - méthyl cytos i ne est la "base rare" la plus fré-
quente (et de lo i n) retrouvée dans l'ADN eucaryotique; plu-
sieurs évidences expérimentales (Doerfler, 1983 ; Riggs, 1983) 
montrent que les génomes eucaryot i ques possèdent un patron 
spécifique de méthylation et que ce patron est transmis aux 
molécules-filles lors de la réplicat i on de l'ADN. 
Biochimie 
Les 5 - méthyl cytosines de l'ADN eucaryotique se re -
trouvent surtout dans les séquences CpG (Doerfler,1983); de 
plus, 70% environ des séquences CpG sont méthylées dans l'ADN 
des cellules animales (Doerfler, 1983). Il est intéressant de 
noter que les séquences CpG sont statistiquement sous-représen-
tées dans l'ADN ani•al (Doerfler, 1983; Bird, 1980; Max, 1984); 
une explication de ce phénomène serait la suivante: on sait que 
la cytosine peut subir spontanément une déamination pour se 
transformer en uracil, qui est alors excisé de l'ADN; une telle 
déamination transformerait la 5 - méthyl cytosine en thymine . Or 
l'on démontre (Bird 1980) que la sous - représentation du doublet 
CpG est corrélée avec la sur-représentation du doublet TpG; 
cette instabilité, soit fait partie des fonctions de la 5 - mé -
thyl cytosine (fonction évolutive par génération spontanée de 
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mutations?) soit constitue un inconvénient, balancé par 
d'autres avantages de la 5 - méthyl cytosine ; 
vert (Bird, 1980 ; Max, 1984) . 
le débat reste ou-
Incidemment, les doublets CpG nous permettent d'utili -
ser une méthode simple d'estimer le degré de méthylation de 
l'ADN, soit l'usage de la paire isoschizomérique HPA- II et 
MSP - I: ces deux enzymes de restriction reconnaissent la séquen-
ce CC! GG, mais HPA- II ne coupera pas si la deux i ème C est mé-
thylée; une différence des patrons de digestion par HPA- II et 
MSP - I est donc attribuable à la méthylati on. D'autres métho-
des , plus précises mais plus laborieuses, existent (Doerfler 
1983 ) . 
La 5 - méthyl cytosine provient de la méthylation d'une 
cytosine déjà incorporée dans la molécule d'ADN, méthylation 
accomplie par des enzymes: les méthylases. On distingue: 
1 ) les aéthylases d'entretien, qui agissent sur l'ADN 
hémiméthylé (v.g. tel qu'obtenu immédiatement après réplica-
tion ) , reconnaissent un doublet 5 - mCpG et méthylent la cytosi-
ne du doublet CpG complémentaire. De tels enzymes ont été iso-
lés chez des eucaryotes et sont responsables de la transmission 
héréditaire du patron de méthylation (Doerfler, 1983). 
2) les aéthylases de novo, capables de méthyler une 
molécul e d ' ADN sans patron préa l able . Les méthylases des 
systèmes de restriction-transformation procaryotiques appar-
tiennent à cette catégorie, mais on a mis en évidence de 
tels enzymes chez les eucaryotes (Doerfler 1983). 
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Le groupement méthyl utilisé par ces enzymes provient 
du S adénosyl méthionine (Ado Met), un dérivé de la 
méth i onine (Doerfler 1983 ; Hoffman 1984 ) . 
Notons également qu'une activité de déméthylation de 
l'AD N a été établi chez des systèmes eucaryotiques, poss i ble-
ment dues à des déméthylases (Doerfler, 1983 ) . 
Fonction 
On suppose actuellement que la méthylation est un méca -
nisme de régulation de l'expression de l'ADN, en effet: 
1) de façon générale dans les cellules animales les 
gènes réprimés sont hyperméthylés, les gènes exprimés sont 
hypométhylés ; ainsi les patrons de méthylation chez un animal 
sont différents d'un tissu à l'autre (Doerfler, 1983 ) . 
2 ) des expériences de transcription dans des oocytes 
de Xenopus Laevis montrent que la méthylation préalable de 
l'ADN en bloque l a transcription (Doerfler, 1983). 
3 ) Il est possible d'indu ire une hypométhylation du gé -
n8me par un traitement à la 5 - azacytidine, un analogue de la 
cytosine ayant un azote substitué au carbone en position 5. 
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La 5-azacytidine est incorporée dans l'ADN et non seu-
lement ne peut être méthylée mais, étant donné le mécanisme des 
méthylases ("Walking enzyme"), bloque l'enzyme sur place et in-
duit donc une hypométhylation extensive (Doerfler,1983). Une 
telle hypométhylation est dans plusieurs cas associée à l'ex-
pression de gènes auparavant réprimés, pouvant aller jusqu'à la 
différenciation de cellules embryonnaires (V• g • en myocyte) 
(Doerfler, 1983). De plus, l'hypométhylation étant transmise 
lors de la duplication de l'ADN, une telle induction peut simu-
1er une mutation. Cependan t la corrélation négative entre 
méthylation et expression n'est pas parfaite, et l'hypothèse 
concensuelle actuelle est: 
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1) le degré de méthylation de sites spécifiques (promo-
teurs) joue un rôle important dans la régulation de l'expres-
sion de l'ADN (Kruczek et al., 1983; Langmer et al., 1984). 
2) la méthylation est un mécanisme de verrouillage du 
gène; mais de même qu'une porte déverrouillée n'est pas néces -
sairement ouverte, un gène hypométhylé n'est pas nécessairement 
exprimé (Doerfler, 1983). 
Mécanisme d'action de la méthylation 
Il n'est pas connu avec certitude; il semble que ce 
soit la méthylation de la région du promoteur qui empêche l'ini-
tiation de la transcription (Kruczek et al., 1983; Doerfler, 
1983; Langmer et al.,1984); cependant une molécule d'ADN 
méthylée peut être transcrite dans un système in vitro: le 
mécanisme n'est donc pas une simple inhibition de l'ARN -
polymérase par la 5 - méthyl cytosine (Jove et Sperker, 
1984 ) . On suppose donc comme mécanisme une altération de la 
structure de la chromatine (Doerfler, 1983; Morgenegg et al., 
1983). Il est intriguant de noter qu'une molécule de poly 
d5-mCdG peut adopter la conformation Z à des concentrations 
salines physiologiques (Doerfler, 1983; Hoffman, 1984; Jove et 
Sperker, 1984). Etant donné le fait que l'on retrouve la 
configuration Z in vivo (Morgenegg et al.,1983) il est tentant 
de supposer que la méthylation agisse en favorisant la 
configuration Z des promoteurs. Il est de plus fort possible, 
comme l'a souligné Doerfler, que l'on doive faire appel à la 
notion de codage de type idéogramme, 
linéaire de l'ADN, pour comprendre 
méthylation (Doerfler, 1982 (2)). 





Le cancer peut être décrit comme une conséquence d'une 
régulation anormale de l'expression des gènes; il est donc lo-
gique de se demander si la méthylation y joue un rôle. En ef-
fet, un mécanisme possible d'activation d'un oncogène cellulai-
re pourrait être l'hypométhylation. 
Plusieurs évidences expérimentales suggèrent que ce 
pourrait être le cas pour une fraction notable des cancers: 
c'est ainsi que l'on a mis en évidence, chez certaines cellu-
les cancéreuses, des anomalies du métabolisme de la méthionine 
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(Hoffman, 1984), de la aéthylation des acides nucléiques 
(Brière, 1971; Gama-Losa et al., 1983; Goelz et al., 1985). 
Enfin plusieurs substances pouvant théoriqueaent altérer les 
mécanismes de méthylation sont effectivement des carcinogènes 
(Hoffman, 1984),y compris la 5-azacytidine (Jove et Sperker, 
1984; Harrison et al., 1983). 
Concernant les oncogènes viraux, le problème est quel -
que peu différent: on sait que chez les virus à ADN, les onco-
gènes figurent parmi les gènes précoces, et les fonctions lyti -
ques parmi les gènes tardifs; pour une transformation virale il 
faut donc que l'expression des gènes tardifs soit absente; un 
des mécanismes possibles pourrait être la méthylation des gènes 
tardifs. Chez certaines lignées cellulaires transformées par 
l'adénovirus on peut mettre en évidence un patron de méthyle-
tion du génome viral (Doerfler 1982 (l)); naturellement il y a 
corrélation entre maintien de la transformation et hypométhyla-
tion des oncogènes viraux (Doerfler,1982 (1), Hoffman, 1984) 
mais pas nécessairement hypométhylation de tout le génome 
(Wettstein et Stevens, 1983). On peut d'ailleurs produire des 
révertants en méthylant les oncogènes viraux (Sauer et al. 
1984). 
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5 - azacytidine 
Comme nous l'avons déjà mentionné ce composé peut in -
duire une hypométhylation extensive en bloquant sur place les 
méthylases; on sait que ce composé est aussi un mutagène (Har-
rison et al. 1 1983) et un cancérigène (Hoffman,1984). A hautes 
doses la 5 - azacytidine inhibe la synthèse des protéines, de 
1 1 ADN et de 1 1 ARN (Jones et Taylor, 1980). De plus des études 
récentes montrent qu'une exposition transitoire d'Aspergillus à 
la 5 - azacytidine suffit à induire chez une large fraction de 
la population des changements bien précis, héréditaires; la 
constance du type de changement induit est incompatible avec un 
effet mutagénique. Or, le génome des Aspergillus ne contenant 
pas de 5 méthyl cytosine à un niveau détectable on ne peut a 
priori attribuer cet effet de la 5 - azacytidine à l'Hypométhyla-
tion (Tamame et al., 1983 (l); Tamame et al., 1983 (2)). 
Enfin, mentionnons brièvement un essai de thérapeutique 
médicale utilisant la 5-azacytidine: le traitement de la ~­
thalassémie. Dans cette maladie, l'accumulation de globines a 
non conjuguée à des globines~ entraîne une survie beaucoup 
plus courte du globule rouge; un traitement à la 5-azacytidine 
provoque par hypométhylation du gène de la globine ~ une ex-
pression de ce gène, la fabrication de globine ~ et d'hémo-
globine foetale ( a 2 ~ 2 ), augmentant ainsi la survie du glo-
bule rouge. Tous ces phénomènes sont cependant transitoires 
(Ley et al., 1982). 
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Cellules F- 4 
On sait que !'adénovirus est un virus oncogène; les 
cellules transformées contiennent des parties variables du 
génome viral, et expriment de façon variable les ARNm de l'adé-
novirus; une seule constante demeure: pour qu'il y ait trans-
formation par !'adénovirus, la région El doit être insérée 
dans le génome cellulaire, et les gènes Ela et Elb exprimés. 
Nous nous intéresserons en particulier aux cellules F- 4, cel -
lules transformées par !'adénovirus type 2 et dont un schéma de 
l'intégration virale suit: 
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Les cellules F-4 contiennent donc un tandem formé des 
4~ finaux du génome, en tête à queue, suivi des 60~ initiaux du 
génome; ce tandem est présent en 16 copies dans le génome cel -
lulaire, ce qui rend ces cellules particulièrement propices à 
des études par hybridation avec des sondes d'adénovirus 2. 
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La figure 3 compare l•expression des messagers de 
l,adénovirus 2 chez diverses lignées de cellules transformé es: 
on constate notamment que la région Ll n'est transcrite dans 
aucune lignée. 
La carte de restriction du génome pour les Enzymes Hind 
III et Bgl II est également illustrée à la figure 3. 
i. 
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Problème étudié dans ce mémoire 
Nous nous sommes intéressés au fait que la région 11 
n'est pas exprimée dans les cellules F-4; on peut s'interroger 
sur les mécanismes de cette répression. Au moins deux hypothè -
ses peuvent être évoquées pour expliquer ce phénomène: 
i) la région 11, et/ou son promoteur, est méthylée. 
On sait que des situations de ce genre existent chez certaines 
lignées cellulaires transformées par l'adénovirus (Doerfler, 
1982 (1)). 
ii) la région tardive contient les fonctions lytiques 
du virus (Tooze, 1982) et on peut supposer que l'expression des 
gènes tardifs entrainerait la lyse des cellules transformées; 
il s'opérerait alors, au sein de la population cellulaire, une 
sélection contre les cellules exprimant les fonctions tardives 
(à moins qu'il y ait transcription sans traduction ("transla-
tion")). 
On peut également postuler une action "toxique" de 
gènes cellulaires inhibiteurs. Quoiqu'il en soit, au niveau 
expérimental deux questions se posent immédiatement: 
i) la région 11 est-elle inductible? 
ii) cette expression est - elle stable d'une génération à 
l'autre? 
L'hypothèse d'un blocage de l'expression par la méthy-
lation nous offre une façon de tenter l'induction: 
ment à la 5 azacytidine. 
un traite-
MATERIEL ET METHODES 
Survol de l'expérience 
Dans une première série d'expériences, des cellules F- 4 
furent cultivées en présence de 5 - azacytidine, puis mises en 
culture en l'absence de 5 - azacytidine; l'ARN (total) et l'ADN 
cellulaires furent prélevés pour analyses ( voir les procédures 
plus loin) 1,2 et 3 jours après la fin de l'exposition à la 5 -
azacytidine. Dans une 2è série d'expérience des cellules F-4 
furent cultivées en présence de 5 azacytidine durant 30 
jours, puis diluées à diverses concentrations et "sib clonées"; 




de clones fut compté, les 
l'ADN extraits et purifiés, et 
leur concentration respective déterminée. L'ARN fut déposé sur 
une membrane de nitro-cellulose (procédure de "dot blot") et 
hybridé avec diverses sondes provenant soit de la méthode de 
"nick-translation" soit à partir d'ADN simple brin obtenu par 
clonage dans le phage M- 13. L'ADN fut digéré par les enzymes 
de restriction Hind III et Hpa II, migré sur gel d'agarose, 
coloré au bromure d'éthidium et photographié, puis dénaturé, 
transféré sur une membrane de nitro-cellulose (procédure de 
"Southern-Blot'') et hybridé avec diverses sondes obtenues par 
"nick-translation". 
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Culture des cellules 
Les cellules F- 4 son t c ultivées dans des assiettes de 
Pétri pour culture de cellules , en p r é s enc e de ai lieu DMEM avec 
10% de sérum de veau (Gibco) et de 5% à 10% d'amphotéricine B 
(fungizone). Dans la première série d'expérience, les cellules 
furent cultivées avec de la 5 - azacytidine dans le milieu, à 
des concentrations de 3 µM/l ou de 10 µM/l. Dans la deuxième 
série d'exp éri e nc e s les cellules furent cultivées 30 jours en 
présence de 5 - azacyt idine 3 µ Ml 1. ( Provenance de la 5- aza-
cytidine: Sigma chemicals). Les cellules furent alors suspen -
dues dans une solution de DMEM avec 20% de sérum de veau et 10% 
de glycérol, à une concentration de 6 lxlO /ml, tel qu'évalué 
à l'aide d'un hémacytomètre. Certaines fioles furent alors dé-
gelées, et diluées (à l'aide de DMEM 10%) à des concentrations 
de 10 cellules /ml, 100 cellules/ml, 500 cellules/ml; 1 ml de 
cette suspension est alors ajouté à 1.5 ml de DMEM 10% dans des 
pétris de 3.5 mm x 10 mm. Après une semaine le nombre de clo-
nes est compté; on ne conserve que les sib - clones contenant 
moins de 100 clones, et la plupart en ont moins de 35. 
Ces sib - clones sont alors transférés dans de grands pé-
tris (100 mm x 15 mm) et incubés jusqu'à confluence. 
Extraction de l'ARN et de l'ADN 
L'ARN cytoplasmique et l'ADN nucléaires sont extraits 
selon le protocole suivant: 
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Rincer 2 fois la couche cellulaire au fond du pétri 
avec de la solution PBS-A stérile (PBS-A: dans un litre de solu-
tion on a: NaCl 10 g, KCl 0.25 g, Na2~P04 1.435 g, KH 2 P0 4 
0.25 g. Le Ph est ajusté à 6.8 avec du KH 2 P04 ). 
Décoller mécaniquement les cellules avec un objet 
stérile, en présence de PBS-A. 
Recueillir la suspension cellulaire dans un tube 
Sorvall, centrifuger 15 min. à 1 000 tours/min. 
Se débarasser du surnageant, ajouter au culot 1 ml 
de la solution suivante : tampon RSB stérile (RSB: tris 10 mM 
(Ph>4), NaCl 10 mM, Mg Cl 3 mM ) avec NP40 0.1%, VRC 10 mM. 
Le NP40 est un détergent, le VRC un inhibiteur des Rnases). 
Vortexer 3 minutes (note: si on fait l'extraction 
de plusieurs pétris simultanément, il faut garder les tubes 
dans la glace en attendant de les vortexer). 
Centrifuger 15 min. à 1000 tours. Le surnageant est 
recueilli dans un tube Eppendorff stérile et contient l'ARN cy-
toplasmique total; on peut congeler la solution à ce stade. 
Le culot contient les noyaux, il est resuspendu dans 1 ml de 
tampon RSB et le tout est recueilli dans un tube Eppendorff. 
On peut congeler la solution à ce stade. 
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Purification des acides nucléiques 
i) ARN 
On ajoute à la solution une pincée de SDS, une pincée 
de protéinase K. On laisse reposer la solution à 37° pendant 
1/2 heure. 
L'ARN est alors purifié des protéines par la procédure 
suivante: 
Ajouter 1 volume de Phénol à Ph 6.5 (Phénol: 1 vol. 
de Phénol, 1 vol. de tampon TE à Ph =:: 6.5; le résultat est une 
solution en 2 phases; on extrait la phase aqueuse et on la rem-
place par du tampon TE jusqu'à obtention d'un Ph de=:: 6.5 dans 
la phase aqueuse. On ajoute également de l'hydroxyquinoline 
0.1% (dans la phase phénolée)). 
Vortexer, centrifuger; la solution se sépare en 2 
phases : la phase inférieure, contient le phénol et les protéi-
nes, la phase supérieure l'ARN. 
Se débarasser de la phase inférieure. 
Répéter 1 fois avec du phénol, 2 fois avec 
chloroforme 
chloroforme. 
(solution moitié-moitié), 2 fois 
du phénol 
avec du 
La solution d'ARN est alors recueillie dans un tube 
d'ultra centrifugeuse stérile, auquel on ajoute 1/10 Vol. de CH3 
COONa 3M stérile et 2 Volumes d'éthanol; le tube est placé au 
congélateur pour au aoins 12 heures (mais l'ARN peut être 
conservé ainsi pour très longtemps). Après 12 heures, placer 
le tube dans une ultracentrifugeuse, à 15 000 tours/min. pour 
1/2 heure. Se débarasser du surnageant; le culot est resuspen-
du dans 30 µl d 1 eau distillée (i.e. 30 µl pour le culot résul-
tant du traitement d 1 un pétri confluent), et congelé. N.B. le 
principal piège de la manipulation de 1 1 ARN réside dans l'ubi -
quité des Rnases, et notamment des Rnases contenues dans divers 
micro-organismes, ce qui explique les précautions de stérilité 




Préparer de la solution STOP lOx (EDTA 200 mM ,SDS 5%), 
ajouter à la suspension de noyaux, qui a un volume de 1 ml, 100 
µl de solution STOP lOx, 50 µl de STOP lx, une pincée de pro-
téinase K; laisser incuber 1/2 heure à 37°. L'ADN est alors pu-
rifié au phénol selon une procédure similaire à l'ARN, mais 
avec un phénol à Ph différent (soit 7.6); l'ADN est alors dia-
lysé durant 24 heures, dans du tampon TE (EDTA 1 mM , Tris Cl 
10 mM; ajuster au Ph désiré avec HCl),au travers d'une membrane 
à dialyse (Spectropor) d'un poids moléculaire - seuil de 12 000 
daltons. 
Evaluation de la concentration des acides nucléiques 
On utilise pour ceci un pétri où l'on a coulé de 
l'agar contenant du bromure d'éthidium (1% Agar (Seakem), 0.5 
µg/ml bromure d'éthidium). Le bromure d'éthidium est un compo-
sé qui s'intercale entre les bases des acides nucléiques et 
devient alors fluorescent. On dépose donc une petite quantité 
(1 µl) _de la solution d'acides nucléiques sur l'agar, ainsi que 
des solutions-témoin à diverses concentrations; après quelques 
minutes, le pétri est photographié sous lumière ultraviolette 
et l'intensité de la fluorescence de la solution peut être com -
parée à celle des solutions témoins, et ainsi fournir une esti -
mation de la concentration d'acide nucléique. 
N.B. l'ARN et l'ADN réagissant avec des intensités différentes 
avec le bromure d'éthidium, on doit utiliser les témoins appro-
priés, soient: 
i) des solutions d'ADN de thymus de veau (Sigma Chemi -
cals) pour l'ADN. 
ii) des solutions d'ARNt de levures (Sigma Chemicals) 
pour l'ARN. 
Fixation de l'ARN sur membranes de nitro-cellulose 
Afin d'être hybridé avec une sonde radioactive, l'ARN 
doit être fixé sur une membrane de nitro-cellulose (Schleider-
Schuell). Pour ce faire, 2µ1 d'ARN sont déposés sur la 
membrane, qui est alors cuite à 80°C penant 2 heures. 
N.B. 
ré. 
l'ARN, étant monocaténaire, n'a pas besoin d'être dénatu-
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Digestion de l'ADN par les enzymes de restriction 
La procédure est ici détaillée pour la 2è série d'expé -
riences. 
Pour chaque lignée investiguée, 2 digestions sont fai -
tes: 
i) par Hind III seulement 
ii ) par Hpa II et Hind III 
Comme nous voulons avoir les mêmes quantités d'ADN pour 
chaque lignée, en dépit de concentrations différentes, un volu-
me contenant la quantité appropriée est mis dans un tube 
Eppendorff et lyophilisée. On peut alors resuspendre dans de 
l'eau distillée, ajouter les enzymes de restriction et les tam-
pons appropriés. 
i) pour Hind III seulement, on utilise le tampon "M'' 
(NaCl 50 mM , Tris Cl (Ph 7.5) 10 mM, MgCl 10 mM , Dithio -
treitol 1 mM). 
ii) pour la digestion combinée, on digère d'abord par 
Hpa II en utilisant le tampon "L" (Tris Cl (Ph 7.5) 10 mM , Mg 
Cl 10 mM, Dithiotreitol 1 mM), puis on ajoute le tampon "M'' et 
l'enzyme Hind III. 
Les enzymes provenaient de Boehringer Chemicals, et 
furent utilisés à une concentration de 10 u/µg d'ADN. La diges-
tion a lieu à 37°C pendant ~ 12 heures. 
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Migration sur gel d'agarose 
Un gel d'agarose 1.3% (l.3% d'agarose dans du tampon 
"Raskas": 0.04M Tris acétate, 2 mM BDTA) est préparé, placé 
dans le bac d'électrophorèse, qui est rempli de tampon Raskas. 
On ajoute à la solution d'ADN un colorant ("loading dye": bleu 
de bromophénol 0.25%, xylène cyanoll 0.25%, ficoll 15%), 1 
partie dans 5, et la solution est placée dans le puit 
approprié. L'électrophorèse se fait à 20 volts, durant 12 
heures. Le gel est alors placé dans une solution de bromure 
d' éthidi um ( = 1 µg/ml) pendant 15 minutes, puis photographié 
sous lumière ultraviolette. 
Transfert de l'ADN sur membrane de nitro-cellulose 
("Southern-Blot") 
Le gel est d'abord placé dans une solution de NaOH 0.5N 
NaCl lM , pour 15 minutes, avec agitation.; on répète le proces-
sus 1 fois. Ceci dénature l'ADN contenu dans le gel. 
Le gel est alors placé dans une solution de neutralisa-
tion (Tris 0.5 M, NaCl 1.5 M) pour 1/2 heure, avec agitation. 
La membrane de nitro-cellulose est trempée 1 minute dans de 
l'eau distillée, puis au moins 5 minutes dans une solution de 
SSC 20x (NaCl 3 M , citrate de sodium 0.3 M). On peut alors 




Papie r absorbant 
Gel 
ssc~ Verre 
Le papier absQrbant induit un "courant" de tampon SSC 
qui, passant au travers du gel, transporte l'ADN vers la mem -
brane de nitro-cellulose, dans les mailles de laquelle il est 
arrêté. 
Le transfert se produit pendant 4 heures, puis la 
membrane est retirée et cuite au four à 80°C pendant 2 heures. 
Préparation des sondes 
Une sonde est un fragment d'ADN radioactif (i.e. marqué 
au 32P) contenant une région monocaténaire susceptible de s'hy-
brider avec un fragment d'ADN complémentaire. 
Deux types de sondes furent utilisées dans cette expé-
rience: 
i) des sondes préparées par 
partir d'ADN bicaténaire. 
"nick-translation" à 
ii) des sondes préparées par complémentation partielle 
à partir d'ADN monocaténaire. 
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i) cette méthode consiste à incuber l'ADN avec de la 
Dnase, qui introduit des "nick" dans l'ADN, et de la DNA polymé-
rase (Kornberg type I, Beohringer) qui répare l'ADN; tou t ceci 
ayant lieu en présence de nucléotides radioactifs, la répara-
tion incorpore donc ces nucléotides radioactifs dans l'ADN. 
3 sondes furent utilisées: le fragment Hind III i de 
!'adénovirus 2 cloné dans PBR - 322, pour la région Ll; le frag -
ment Bgl II e cloné dans PBR - 322 pour la région El; le frag -
ment Hind III c cloné dans PBR 322 pour la région du 
promoteur (situé à 16.5). Le lecteur peut se référer à la 
figure 3 pour visualiser l'utilisation de ces fragments comme 
sondes. 
Pour réaliser la sonde , on u tilise l a recette suivante: 
0.1 µg d'ADN, 1 u de DNA polymérase (Kornberg type I), 2µ1 de 
dGTP, dTTP à une concentration de 0.025 mM, 50 µCuries de dCTP 
(Amersham ) , 50 µcuries de dATP (Amersham ) , 1µ1 de Dnase I 
(O.Olµg/ml), 2 µl de tampon NTB lOx (Tris Cl 0.5 M (Ph 7.2), 
Mg S04 0.1 M , dithiotreitol 1 mM, BSA 500 µg/ml ) . On complè-
te le volume à 20 µl, on incube à 14°C pendant 1 heure. L'ADN 
marqué est alors séparé des nucléotides "chauds" libres par élu-
tion sur colonne de séphadex, et la sonde ainsi obtenue doit 
être dénaturée avant usage par incubation à 100° pendant 15 
min. suivi d'une mise sur glace pendant 10 min. 
ii) On utilise pour ceci un fragment d'ADN cloné dans 
le phage M- 13, dont le génome est monocaténaire. On hybride 
l'ADN monocaténaire du phage avec un "pri mer" dit "hybridiza-
tion primer", situé en aval de l'inserti on: 
Fig .s 
Puis on incube cet hybride en présence de DNA polymé-
rase (fragment Klenow de la polymérase Kornberg type I, 
Boehringer Chemicals) et de nucléotides radioactifs; un temps 
d'incubation judicieusement choisi fait en sorte que la polymé-
rase n'accomplisse pas tout le trajet: 
Fig. s 
Ai nsi la rég i on de l ' insertion est monocaténaire, le 
brin nouvellement formé est radioactif. Nous avons utilisé le 
fragm e nt 29.3 31.7 , clon é dan s M- 13 ; ce fragment s'inscrit 
donc dans l a région Ll (cf. fig. 3) . 
Nous avons suivi le protocole suiant: 
a) hybridation: 
10 µl de solution d'ADN (à une concentration entre 0.1 
mg/ml et 0.01 mg/ml. 
2µ1 de primer d'hybridation (PL biochemical),1.5µ1 Tris 
MgCl (Tris 100 mM, MgCl 50 mM). Incuber 5 min. à 95°C; 
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laisser refroidir lentement à la température de la pièce. 
b) incorporation des nucléotides radioactifs: 
0.1 µg d'ADN hybridé selon a), dans 5 µl d'eau distil -
lée. 
2 µl de chacun des déoxynucléotides à une concentration 
de 0.025 mM (N.B. les 4 doivent ~tre présents ) 
50 µcuries de dATP, 50 µcuries de dCTP , 1 µl dTT 
O.lM. 
V o 1 um e t o t a 1 : 2 0 µ 1. Incuber 60 min. à 15°C. La son-
de est alors séparée des nucléotides chauds par élution sur 
colonne de séphadex; la sonde est prête à servir: 
de sonde on ne doit pas dénaturer. 
Hybridation 
avec ce type 
La membrane de nitro-cellulose est placée dans un sac 
de plastique scellé en présence d'une solution de pré-hybrida-
tion (dans 40 ml de cette solution, on a: formamide 20 ml, SSC 
20x 10 ml, tampon phosphate 4 ml (0.5 M, Ph 6.5), glycine 0.4g, 
Solution de Denhardt 2 ml (Ficoll 0.02%, PVP 0.02%, BSA 
0.02%)),4 ml d'ADN de thymus de veau dénaturé (2.5 mg/ml)),et 
incubé 2 heures à 42°C avec agitation. Le sac est ouvert, la 
solution retirée et remplacée par une solution d'hybridation 
(dans 42 ml on a: formamide 20 ml, SSC 20x 10 ml,Denhardt 0.4 
ml,tampon phosphate l.6ml,ADN de thymus de veau dénaturé 1.6 
ml,SDS 10% 400 l,dextran sulfate 8 ml (ce 8 ml contenant 4 g. 
de dextran sulfate)) à laquelle on ajoute la sonde. Le sac est 
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scellé et on incube à 42°C pour au moins 12 heures. 
N.B. une aeabrane ayant déjà subi l'hybridation peut être uti-
lisée à nouveau selon ce protocole, pourvu qu'il soit précédé 
d'un "lavage" de la membrane: la membrane est scellée en pré-
sence de solution de pré- hybridation, incubé 1/2 heure à 65°C 
avec agitation, répéter l fois. 
Lavage de la membrane et exposition 
tion. 
Lorsque l'hybridation est terminée, on retire la solu-
La membrane est alors extraite et placée dans une solu-
tion de lavage (100 ml de SSC 20x, 10 ml SDS 10% compléter à 
11) et lavée avec agitation pendant 5 min. La procédure est 
répétée 2 fois. (N.B. les liquides radioactifs doivent être 
éléminés de façon appropriée). Puis la membrane est placée 
dans une nouvelle solution de lavage (50 ml de la solution ci-
haut, 10 ml SDS 10%, compléter à 11) et lavée avec agitation à 
42°C pendant 1/2 heure; la procédure est répétée 1 fois. 
Finalement la membrane est déposée sur papier filtre 
(Whatman) et séchée sous la lampe, puis entourée d'un "Saran 
Wrap" et placé dans une cassette de films avec un film à radio-
graphie (Kodak); le film est en "sandwich" entre la aembrane et 
un écran "lightning plus" émettant des photons lors que frappé 
par les rayons du 32p (Naturellement le chargeaent de la cas-
sette se fait à la chambre noire). 
La cassette est alors remisée à -70° pour un temps d'ex-
position adéquat (qui dans ce travail,a varié entre 4 jours et 




Les résultats décrits dans cette section s'articulent 
autour de 2 séries d'expériences: dans la lère série, des cel -
lules F-4 furent cultivées "en vrac", en présence d'azacytidi-
ne, afin de provoquer, si possible, une induction de le région 
L 1. Dans une 2è série d'expérience, des cellules traitées 
pendant 30 jours à le 5 - azacytidine furent "sib- clonées" en 
l'absence de 5 - azacytidine, puis cultivées en l'absence de 5-
azacytidine, afin d'isoler une "lignée" (en fait, une 
population oligo-clonale) présentant une induction stable de la 
région L 1. 
Dans les 2 séries d'expérience, les acides nucléiques 
furent extraits ; l'ARN, afin de vérifier par hybridation avec 
les sondes appropriées s'il y a eu ou non expression de L 1 
(précisons que, de par la méthode utilisée, il s'agit de l'ARN 
cytoplasmique total, et non pas seulement de l'ARNm); l'ADN, a -
fin de vérifier l'état de la méthylation au moyen de la diges-
tion par Hpa II. 
La figure 7 a) montre le résultat d'une expérience où 
des cellules F-4 furent incubées 2 jours en présence de 5 - a-
zacytidine, puis incubées sans azacytidine pendant 1, 2 ou 3 
jours, respectivement. A des concentrations similaires d'ARN, 
on constate qu'il y a eu induction de la région tardive, 
comme le démontre l'hybridation avec la sonde Hind III i 
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7 a) ARN extrait de cellules F - 4 parentales ("C") et de cel-
lules traitées à la 5 - azacytidine (10 µM), dont l'ARN 
a été extrait 1,2 et 3 jours, respective•ent, après le 
traitement. Ces ARN ont été hybridés avec les sondes 
Hind III i et Bgl II e; les 3 rangées représentent des 
dilutions de 1/1, 1/2 et 1/4. 
~ 
E 
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7 b) L'ADN de cellules F-4 parentales ("C") et de cellules 
traitées à la 5 - azacytidine (10 µM) a été digéré avec 
différents enzy•es de restriction, •igré sur gel, trans-
féré sur membrane de nitro-cellulose et hybridé avec la 
sonde Hind III i; dans tous les cas, l'ADN a été d'a-
bord digéré avec Hind III; selon les puits, soit il n'y 
a pas eu de seconde digestion, soit il y a eu digestion 
par l'enzyme indiqué. 
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le lecteur peut se référer à la figure 3 pour situer les sondes 
par rapport au génome de !'adénovirus), ma i s cette induction 
est transitoire et diminue avec le temps; parallèlement à ceci, 
on notera qu'il semble y avoir eu une 
l'expression de la région E 1 ( hybridation avec 
diminution de 
Bgl IIe ) . No -
tons que ces résultats furent obtenus, à 7 reprises au cours 
d'expériences indépendantes (résultats non montrés ) . La figure 
7 b ) démontre i) la présence d'une méthylation de la région 
codante de L 1 (comme le démontre la différence de digestion 
entre Hpa II et Msp I ) et i i) l'absence d'hypométhylation 
détectable dans la région codante après incubation avec la 5 -
azacytidine. 
Afin de vérifier si une induction stable était poss i-
ble, des cellules F- 4 ont été incubées 30 jours en présence 
de 5 - azacytidine, puis sib - clonées et cultivées en l'absence 
de 5 - azacytidine. La figure 8 montre les ARN des différents 
sib - clones ( ci - après désignés clones) tels que visualisés sur 
l'agar au bromure d'éthidium; cette figure fournit également 
une estimation semi - quantitative de la concentration des ARN. 
De plus, afin de démontrer l'absence de contamination de l'ARN 
par de l'ADN avec la procédure utilisée, 1 µl d'ARN extrait de 
cellules F- 4 parentales selon la méthode précédemment décrite, 
a été mis dans une solution contenant de la Dnase (0.05 g/ml) 
et de la Rnasine; après incubation, 1 µ 1 de cette solution est 
placé sur l'agar au bromure d' éthidi um, à c8té d'un µ 1 d' ARN 
de cellules F-4 non digéré, dilué à la même concentration que 
la solution avec la Dnase. Ainsi que le montre la figure 8, 
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Figure 8 
ARN extrait des clones 
a) -
49 38 28 20 8 2 
75. 50 14 13 9 7 36 35 11 12 6 23 
b) 69 32 65 63 61 51 72 19 704625 30 
71 24 .c 
c/20 c-Dnase 
mg/m 1: 1.0 o.5 0.!5 0.125 0.0625 
La figure 8 a) montre la photo à l'ultraviolet de solutions 
d'ARN de diverses provenances déposées sur un gel d'agarose au 
bromure d'ethidium pour fins de coloration. La figure 8 b) 
indique, aux endroits correspondants, la provenance des ARN 
selon le code suivant: 
C = ARN de F 4 parental 
nombre 
C/20 
c - Dnase 
11g/ml 
= = = 
= 
nombre identificateur du clone 
ARN de F-4 parental dilué 20 fois. 
ARN de _F 4 dilué 20 fois et incubé avec Dnase 
et Rnasine 
solutions témoins d'ARN de levure aux concen-
trations indiquées 
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les 2 taches sont de •ême intensité, excluant la présence 
d'ADN. 
Tous les ARN extraits des clones ont été hybridés avec 
la sonde Bgl II e afin de comparer l'activité de transcription 
du gène E 1 entre les clones et les cellules parentales. L'in-
tensité des taches est très bien corrélée avec la concentration 
des solutions d'ARN (résultats non montrés), à l'exception des 
clones 6, 12 et 23, tel qu'illustré par la figure 9 b);la figu-
re 9 a) démontre également que cet effet ne peut s'expliquer 
simplement par une différence de concentration. Le clone 71 a 
également montré ce phénomène (résultat non montré). 
Par la suite, les clones furent hybridés avec la sonde 
Hind III i, permettant ainsi d'évaluer la transcription du gène 
L l; la figure 10 montre que le gène L 1 est transcrit chez les 
clones 6, 12, 71, 30, 25, 46, 70. De plus, ainsi que nous le 
verrons plus loin, le clone 23 a eu une légère induction, inap-
parente sur la figure 10 à cause d'une exposition trop courte. 
Une 2è hybridation a été réalisée, sur un filtre diffé-
rent, afin de corroborer ces résultats; la sonde utilisée était 
le fragment 29.3 - 31.7 cloné dans M-13 (brin r), qui permet de 
sonder la transcription de la région L 1 (cf. fig. 3). De 
plus, cette sonde simple brin permet de déduire la parité de 
l'ARN transcrit. Cette hybridation est illustrée à la figure 
11. L'hybridation avec le brin opposé (brin 1) était négative 
(résultat non montré). 
Figure 9 
Expression aug•entée de E 1 





9 a) Diverses dilutions de solutions d'ARN provenant des 
clones indiquées. C = ARN de cellules F-4 parentales. 





9 b) Hybridation d'ARN de quelques clones avec la sonde 





Induction de l'expression de L 1 chez certains clones 
c 36 35 11 12 6 - 2 3 
c 71 7.4 30 25 
46 70 19 72 
10 a) et 10 b) Hybridation de l'ARN provenant des clones in-
diqués avec la sonde Hind III i. 
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Figure 11 
Parité de l'induction 
c 23 12 6 71 24 30 25 
46 70 19 72 
11) Les clones L 1 + sont hybridés avec un fragment (29.3 -
31.7) cloné dans M - 13 (brin r) et aettent donc en évi-
dence la transcription du brin r. 
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Afin de savoir si ces résultats pouvaient être obtenus 
par clonage, sans traitement à la 5 - azacytidine, des cellules 
F-4 parentales furent clonées en l'absence de 5 - azacytidine, 
et les ARN extraits et hybridés. La figure 12 démontre une ab-
sence de transcription de L 1 chez ces clones. 
Nous pouvons donc résumer en un tableau les résultats 
obtenus jusqu'à présent: 











































N.B. Tous les clones ci-hauts ont été obtenus à partir de cel-
lules F-4 exposées 30 jours à la 5 - azacytidine. 
34 
Figure 12 
Clonage simple, sans traitement 
• • •• ••••o• Fl-1 Fl-2 Fl-3 Fl-4 C3-1 R1-1 R1-2 C1-1 C1-2 C3-2 c 





R 1-2 -e 
Fl-3 
c 1-1 
• l • 
Fl-4 C3-1 
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12 b) Hybridation des clones ci-haut avec la sonde Bgl II e 
c Fl-1 f"l-2 Fl-3 Fl-4 C3-1 
"!> • 1 .. 41 • 
,.s;:;.. 
Rl-1 R1-2 C1-1 C1-2 C3-2 
12 c) Hybridation de l'ARN des clones ci-haut avec la sonde 
Hind III i (le "bruit de fond" témoigne de la longueur 
de l'exposition) . 
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Afin de vérifier l'état de la aéthylation chez les clo-
nes induits, l'ADN des clones 12, 23, 46, 70 et 71 a été digéré 
par Hind III, puis par Hpa II. Cet ADN a ensuite été soumis à 
l'électrophorèse et hybridé. Comme l'illustre la figure 13 a) 
les puits contenaient des quantités égales d' ADN ( ~ 4 µg) sauf 
pour le clone 71 ~1.25 µg; il y avait moins d'ADN 
disponible). Pour chaque clone, la lère colonne contient de 
l'ADN digéré par Hind III et Hpa II, la 2è colonne par Hind III 
seulement. L'hybridation est illustrée dans la figure 13 b). 
Comme on le voit, la digestion par Hind III n'a pas bien 
fonctionné dans la 2è colonne de l'ADN de F-4, mais cependant 
une comparaison des colonnes Hpa II ne permet pas de mettre en 
évidence des différences, et par conséquent il n'y a pas, dans 
la région codante, de différences de méthylation chez les clo-
nes induits par rapport aux cellules parentales. 
Cette même membrane a été hybridée avec la sonde Hind 
III c, qui contient le promoteur de L l; là encore, on ne met 
en évidence aucune différence de méthylation (figure 14). 
Fi.t,ure 13 
thylation de la région codante de L l 
F-4 12 23 46 10 1ll 
~<>~~""-''°""-~~~~ 
13 a) o à l'ultraviolet gel ion de l ~ .AllN e;,~-
trait de~ clones indiqués; pour c l ane le Ier puit 
contient l'ADN di par III et II, le 2i puit 
contient l'ADN di par Bind III seulement, 
13 b) Hybri ion de l'ADN tran•féré sur membrane de nitro-
cellulose avec la sonde B III i. 
Figure 14 
Méthylation de la région du proao teur 
F-4 12 23 46 70 7 1 
14) Hybridation de la aême aeabrane que dans la figure 13 b) 




Nous sommes maintenant en mesure de répondre aux 2 ques-
tions soulevées à la fin de l'introduction: 
1) l'induction des gènes L 1 est certainement possi-
ble, telle que confirmée par la figure 7 a). 
2) l'induction stable des gènes L 1 est également pos-
sible, comme le démontrent les figures 10 et 11. 
Le résultat de la figure 11, confirmant que l'ARN est 
bel et bien transcrit à partir du brin r, nous permet d'affir -
mer que c'est la région L 1 qui est transcrite. En effet chez 
!'adénovirus les 2 brins de l'ADN contiennent des gènes; bien 
que le concensus actuel soit à l'effet que la région L 1 ne 
chevauche pas la région codante du gène E 2 b, transcrit à par-
tir du brin 1 (cf. par exemple Lewis et Matthews 1981), la lit-
térature porte encore la trace de la confusion qui a existé un 
temps à ce sujet (cf. par exemple Tooze 1981, p. 746 b). Par 
ailleurs, il eut été surprenant que la région E 2 b fut trans -
crite, étant donné le fait que le promoteur E 2 ne figure pas 
parmi les régions du génome de !'adénovirus 2 intégrées dans 
les chromosomes des cellules F-4. 
Le fait qu'il faille procéder au clonage pour mettre en 
évidence la stabilité de l'induction de L 1 nous permet de 
conclure que vraisemblablement le caractère transitoire de 
l'expression de L 1 chez la population non clonée est dü à une 
"dilution" des cellules induites au sein de la population 
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générale; il s'ensuit donc que l'induction de L 1, soit est 
défavorable à la cellule (i.e. présence d'un facteur jouant con-
tre la sélection de ces cellules), soit ne confère aucun 
avantage à la cellule (i.e. absence de facteur sélectionnant 
ces cellules). Une situation somme toute analogue à la 
"dilution" au sein de la population générale de bactéries résis-
tantes à un antibiotique, lorsque la culture est faite en l'ab-
sence de cet antibiotique. 
La figure 12 montre que les résultats obtenus avec un 
traitement à l'azacytidine n'ont pu être obtenus avec un simple 
clonage de cellules; naturellement cette simple expérience n'ex-
clut pas la possibilité d'une induction de L l par clonage, 
mais semble indiquer que la fréquence en est plus faible 
qu'avec un traitement à la 5 - azacytidine; rappelons de plus 
que l'hybridation positive des ARN avec Hind III i est sans pré-
cédent dans la littérature (Lewis et Matthews 1981 ) . Spécifi-
quement, la figure 12 montre que, bien qu'il y ait effective-
ment de l'ARN et que la région E 1 soit exprimée presque par-
tout, la région L 1 n'est exprimée dans aucune lignée, 
en bon accord avec la littérature. 
Il reste à élucider le mécanisme par lequel cette in-
duction a été accomplie. Les figures 7 b) et 13 b) démontrent 
que l'induction de la transcription de L 1 n'est pas accompa-
gnée, à un niveau détectable par la méthode utilisée, d'hypomé -
thylation de la région codante. Or, la figure 7 b) démontre la 
présence de sites CCGG puisqu'il y a eu digestion par Mspl. Ce-
ci est en bon accord avec d'autres travaux (Kruczek et al., 
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1983; Langmer et al., 1984 ) qui établissent que c'est la méthy-
lation de la région en amont du promoteur qui affecte la trans -
cription. Le promoteur de la région L 1 est le "aajor - late 
promoter", situé environ à 16.3 - 16.4 du génome. La figure 14 
montre le résultat d'une hybridation avec le fragment Hind III 
c (7.7 - 17.1); cette expérience ne démontre pas d'hypométhyla-
tion dans la région du promoteur. Cependant ce dernier 
résultat n'est guère concluant car i) la sonde, étant un large 
fragment, n'est pas vraiment spécifique à la région du promo-
teur ii) un examen de la séquence de !'adénovirus montre, si on 
regarde les 200 paires de bases en amont du promoteur, une ab-
sence de site CCGG (bien qu'il y ait de nombreux sites CG ) (sé-
quence : cf. Gingeras et al., 1982). Ainsi une hypométhylation 
n'aurait pu être démontrée par la digestion par Hpa II. 
Enfin, il convient à ce stade de la discussion de rappe-
ler les résultats obtenus par Tamame et al., (Tamame et al., 
1983 (l); Tamame et al., 1983 (2)): ces travaux établissent 
l'induction consistente d'un phénotype stable par traitement à 
la 5 - azacytid i n e chez Aspergillus, sans que la méthylation de 
l'ADN semble en cause (Le génome d'Aspergillus ne contient pas 
à des niveaux détectables de 5 - méthyl cytosine). 
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CONCLUSIONS 
1) Un traitement à la 5 - azacytidine est capable d'al-
térer l'expression, au niveau de la transcription, de la frac -
tion du génome d'adénovirus type 2 intégré dans les cellules de 
rat F- 4. 
2) En particul i er on peut induire l'expression de la 
région L 1, qui normalement n'est pas exprimée dans les cellu-
les F- 4. De plus on démontre que cette induction est stable. 
3) Ce résultat n'a pu ~tre reproduit par simple clona-
ge sans traitement à la 5 - azacytidine. 
4) Cette induction n'est pas accompagnée d'une hypomé -
thylation de la région codante. 
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